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RESUMO

O Helicobacter pylori € uma bactéria gram-negativa que coloniza a mucosa do estdmago e é
responsavel por varias doencas gastroduodenais, como: gastrites crbnicas, Ulceras e
neoplasias gastricas. Sabe-se que as doencas gastricas séo influenciadas pelo grau de
viruléncia da cepa H. pylori infectante, a susceptibilidade genética do hospedeiro e co-
fatores ambientais, sendo de suma importancia o entendimento dos marcadores de
patogenicidade do H. pylori assim como a susceptibilidade genética do hospedeiro. O
presente trabalho teve como objetivos analisar a expresséo dos genes do Fator de Necrose
Tumoral e da E-caderina por meio da técnica da PCR em Tempo Real, correlacionando-os
com a presenca do H. pylori e seus marcadores de patogenicidade. Foram analisadas 161
amostras de biépsiasprovenientes de 137 pacientes de ambos os sexos (623/759média de
idadede 40,3+24,2) com gastrite cronica e cancer gastrico. Foi observado um aumento
estatisticamente significativo da expressdo do gene TNF-a em pacientes com gastrite e uma
associacdo entre a presenca da bactéria e 0 aumento da expressao deste gene. Em relacao
a E-caderina, verificamos uma diminuicéo da expressao em pacientes com gastrite cronica e
em pacientes com cancer gastrico, porém sem uma correlacdo direta com a presenca do
Helicobacter pylori. Quanto a presenca dos marcadores de patogenicidade do H. pylori,
nossos resultados sugerem que ndo ha uma associacéo entre os marcadores de viruléncia e
alteracOes na expressao dos genes estudados. Em resumo, podemos sugerir que o H. pylori
atue como um agente causador das doencas gastricas alterando a expressaode genes que
podem estar relacionados a etiologia das doencas gastricas, porém a troca de epitélio

causada pelo H. pylori parece contribuir para o desenvolvimento das doencas gastricas.

Palavras chave: Helicobacter pylori, TNF- alpha, E- caderina, doencas géastricas,
marcadores viruléncia.



ABSTRACT

Helicobacter pylori is a gram-negative bacterium that colonizes the gastric mucosa and is
responsible for several gastroduodenal diseases, such as gastritis, ulcers, and gastric
tumors. It is known that gastric diseases are influenced by the degree of virulence of the
infecting H. pylori strain, the host genetic susceptibility and environmental cofactors. This
study aimed to analyze the expression of genes of Tumor Necrosis Factor and E-cadherin by
the Real-Time PCR and correlated it with the presence of H. pylori and your virulence
markers. All total, 161 gastric biopsies from 137 patients of both gender (622 / 759 Mean
age 40.3 £ 24.2) with gastritis and gastric cancer were analyzed . The statistical analysis
revealed a significant increase in expression of TNF- a gene in patients with gastritis and an
association between the presences of bacteria increased expression of this gene. In relation
to E-cadherin, we observed a decreased expression in patients with gastritis and gastric
cancer patients, but without a direct correlation with the presence of Helicobacter pylori.
About the presence of markers of pathogenicity of H. pylori, our results suggest that no there
association among markers of virulence and changes in the expression of the studied genes.
In summary, we suggest that H. pylori acts as a causative agent of gastric diseases changing
gene expression that may be related to the etiology of gastric diseases, but the exchange of
epithelium caused by H. pylori seems to contribute to the development of gastric diseases

too.
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1. INTRODUGAO

O Helicobacter pylori (H. pylori) foi descrito por Warren e Marshall em (1983), que
isolaram o microorganismo da mucosa de estdmagos humanos e foram os primeiros a
cultivd-lo in vitro, afirmando o envolvimento desta bactéria com o desenvolvimento de
Ulceras gastricas e gastrites.

Refere-se a uma bactéria microaerofilica, helicoidal, flagelada, gram-negativa,
homogénea, espiralada, mével, ndo-esporuladae portadora de dois a seis flagelos(Linda
Morris Brown(2000); Pacifico et al(2010).Infecta a mucosa estomacal e, através da producao
de adesinas, aderi a células epiteliais gastricas, podendo levar a uma inflamacéo cronica
relacionada a varias doencas gastroduodenais (Yamaoka(2008); Suzuki et al (2012).No
entanto, individuos com infec¢do por H.pylori nem sempre desenvolvem essas doencas,
porém apresentam um risco elevado de desenvolver cancer gastrico ao longo da sua
vida(NAGINI, 2012; ZEINAB BASIRI et al 2014).

Para colonizar a mucosa gastrica, o H. pylori necessita atravessar a barreira de
muco e as lipases por ele produzidas, degradam essa camada, permitindo sua rapida
penetracao, além disso, sua estrutura espiralada em associacdo com seus flagelos
conferem uma &gil movimentacdo, transpondo rapidamente a camada de muco e
instaurando intimo contato com as células epiteliais ( BLASER e COVER 2009).0 H. pylorié
um dos poucos microrganismos capazes de habitar o estdbmago humano devido a sua
capacidade de secretar a enzima uréase, que converte a uréia em amoénia, neutralizando
parcialmente o ambiente acido do estdmago permitindo sua colonizagdo (GIORDANO et al
2012).

Suzuki e colaboradores (2012) afirmaram que no Brasil, 0 género masculino pode
ser considerado um fator de risco para o desenvolvimento de Ulceras pépticas, e sugeriram
uma possivel relacdo entre o envelhecimento populacional e o aparecimento de Ulceras
gastricas, atrofia e metaplasia. O Helicobacter pylori infecta aproximadamente 50% da

populacdo mundial, porém fatores ambientais e demograficos podem interferir nesses

11



dados. Na populagéo adulta do Brasil, a infecgdo por H. pylori pode variar de 60% a 90%
(SUZUKI el at 2012). No caso de paises desenvolvidos a prevaléncia da infeccdovaria de
17% a 59% (YAMAOKA, 2008).

A infeccdo é adquirida por ingestdo oral Kivi et al (2007), e é transmitida
principalmente entre os familiares na infancia (NAHAR et al 2009). Recentemente, Nnosso
grupo de pesquisa Rasmussen et al(2012); Rasmussen et al (2010) publicou resultados que
colaboram com os de alguns autores Momtaz et al (2012); Souto et al(2008) os quais
sugerem que a cavidade oral possa ser um reservatorio da infecgéao.

A literatura afirma que, os sintomas das doencgas gastricas, causados pelo
Helicobacter pylori, aparecem com mais frequéncia em adultos, embora a aquisicdo da
bactéria tenha ocorrido no inicio da vida e que na auséncia de tratamento adequado, pode
persistir por toda vida, sendo esse, o principal fator etiolégico das gastrites e Ulceras
pépticas (MEGRAUD et al,2007; CHIESA et al, 2010; PACIFICO et al,2010;ZHOU et al,
2013).

A etiologia das doencas gastricas parece ser influenciada pelo ambiente,
caracteristicas genéticas do hospedeiro e da bactéria, assim, a presenca ou auséncia de
determinados genes e suas associagcdes esta relacionado com um maior grau de
patogenicidade da bactéria H. pylori. A literatura destaca trés genes como sendo 0s
principais marcadores de patogenicidade; gene cagA (Cytotoxin Associated Gene A), o gene
vacA(Vacuolating Cytotoxin A), e o mais recente gene dupA (Duodenal Ulcer Promoting)
(DEBELLIS et al, 2001; CHIOZZI et al, 2009; CHIURILLO et al, 2013; FAJARDO et al, 2013;
SALAMA et al, 2013;ANGELO ZULLO et al, 2014).

Como mencionado anteriormente, fatores genéticos do hospedeiro também podem
contribuir para o aparecimento das doencas gastricas, segundo Beales et al (1998)
eCrabtree et al (1991)a bactéria H. pylori parece induzir a producédo do Fator de Necrose

Tumoral (TNF-a), que também é um potente inibidor da secrecdo de &cido gastrico, tendo
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um papel importante no processo infeccioso e por conseqiiéncia, na gastrite induzida pela
bactéria.

O TNF-a é uma proteina sintetizada principalmente por macréfagos e mondcitos,
cuja principal fungdo é promover a resposta imune, através do recrutamento e ativacao de
neutréfilos e mondcitos estimulados por lipopolissacarideos presentes na membrana das
bactérias Gram - negativas (JIN et al, 2012).

A regido promotora do gene do TNF-a possui dois polimorfismos de importancia
clinica, TNF -238 G>A; TNF -308 G>A podendo estar associados com o desenvolvimento de
Ulceras duodenais, Ulceras gastricas e carcinomas gastricos (ZHANG et al, 2014).

Outro gene importante e que parece estar relacionado com o desenvolvimento de
gastrite € um subtipo da caderina: E-caderina. A principio as caderinas tém um papel
importante nas interacBes célula-célula célcio-dependente e funcionam ndo somente para
estabelecer adesdes entre as células, mas também definem especificidade entre as
adesOes, inibindo a proliferacdo excessiva e a invasdo de tecidos vizinhos (EDELMAN,
1986; HIRANO et al, 1987; GUMBINER, 2000; YAGI et al, 2000,CAVALLARO And
CHRISTOFORI, 2001; WHEELOCK And JOHNSON, 2003; VERED et al, 2012).

Além disso, as caderinas podem interagir direta ou indiretamente com um grande
namero de vias de sinalizacdo que regulam o comportamento celular (WHEELOCK And
JOHNSON, 2003; TAKEICHI, 2007).

As caderinas séo divididas em subtipos distintos de acordo com o local onde séo
mais abundantemente expressas ou foram originalmente observadas: E-caderina,
encontrada inicialmente e de forma mais abundante em epitélios e a N-caderina encontrada
primeiramente em tecido neural e fibroblastos (HATTA et al,1987).

Com base nestes dados Terres et al (1998a) e Terres et al (1998b) demonstraram
que a infeccdo pelo H. pylori parece induzir a inativacdo do gene da E-caderina,
provavelmente através da sinalizacdo de eventos intracelulares que neutralizam a funcao da

proteina Quinase C, ou através da metilagdo do gene da E-caderina.
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Entre as caderinas, a E-caderina € a mais amplamente estudada em processos
neoplasicos, sendo caracterizada como uma molécula supressora de invasao tumoral e
metastase (CHRISTOFORI and SEMB, 1999).

A reducdo da expresséo da E-caderina, estudada por métodos imuno-histoquimicos
tem sido observada em cancer gastrico e uma correlacao direta com o grau de diferenciacéo
tumoral (WIIJNHOVEN et al, 2000).

Atualmente sabe-se que a E-caderina ndo atua somente na adesdo celular, mas
gue também desempenha um papel importante na carcinogénese (CHAN et al, 2006). Além
disso, ela é expressa em todos os tipos de células epiteliais, porém foi encontrada com uma
menor expressao em varias neoplasias e correlacionada com a capacidade infiltrativa e

metastéatica do tumor (ALBERGARIA et al, 2011).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aspectos Gerais do Helicobacter pylorie sua epidemiologia

Do nascimento até a morte, os seres humanos estdo em contato com
microorganismos, transitérios ou persistentes. Superficies de mucosa sdo colonizadas por
muitas espécies de bactérias e a distribuicdo dos micro-organismos ndo é acidental, cada
microambiente é colonizado por micro-organismos que sao conservados entre a maioria dos
seres humanos ou séo parasitas especificos. Sugere-se que cada microbiota conservada
apresente uma adaptacao especifica e, em relacdo a colonizacao do estbmago humano, a
bactéria Helicobacter pylori recebe uma especial atencdo (BLASER e COVER, 2009).

Em 1982, Warren e Marshall identificaram o Helicobacter pylori isolando o
microrganismo da mucosa de estbmagos humanos, e foram os primeiros a cultiva-lo in vitro,
afirmando o envolvimento desta bactéria com o desenvolvimento de Ulceras gastricas e
gastrites. No entanto, individuos com infeccao por H. pylori nem sempre desenvolvem essas
doencas, mas apresentam um risco elevado de desenvolver cancer gastrico ao longo da sua
vida (NAGINI, 2012).

A bactéria, denominada inicialmente Campylobacter pylori, € um bastonete
microaerofilico, Gram-negativo em forma de espiral, medindo aproximadamente 0,5 x 3um.
A microscopia de alta poténcia revela que os organismos tém 2 a 7 flagelos que aumentam
a sua mobilidade através de solucdes viscosas (Figural). E encontrada mais comumente
nas por¢cdes mais profundas do gel mucoso que reveste a mucosa fixando-se no epitélio

gastrico, porém em circunstancias normais nédo parece invadir as células.
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Figura 1: Estrutura do Helicobacter pylori

Retirada de: http://www.infoescola.com/wp-content/uploads/2011/02/Helicobacter-pylori.gif

A sua organizacdo estratégica permite-lhe viver dentro do ambiente agressivo do
estbmago. Inicialmente oH. pylori fixa-se no antro e com o passar do tempo migra para os
segmentos mais proximais do estdmago. Se nado estiverem presentes as condi¢cbes de
crescimento ideais a bactéria adota uma forma cocdide que representa uma adaptacédo a
ambientes hostis, podendo assim sobreviver por longos periodos nas fezes ou na agua.
(LINDA MORRIS BROWN, 2000; PACIFICO et al, 2010)

A primeira etapa da infeccdo peloH. pylori depende da motilidade da bactéria e da
sua capacidade de produzir urease, a qual produz amdnia a partir da ureia, o que constitui
uma etapa essencial na alcalinizacdo do pH circulante.Outros fatores bacterianos incluem
catalase, lipase, adesinas, fator ativador das plaquetas e pic B (induz as citocinas) que
conferem protecdo contra a atividade litica de macréfagos e neutréfilos, impossibilitando
uma resposta eficaz do hospedeiro (GATTI et al, 2006; BLASER e COVER, 2009).

Existem muitas cepas de H. pylori que se caracterizam pela capacidade de
expressar varios fatores de viruléncia e é possivel que as diferentes doencas relacionadas
com a infecdo pela bactéria possam ser atribuidas a diferentes cepas do organismo com

caracteristicas patogénicas distintas(KARLSSON et al, 2012).
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Suzuki e colaboradores em (2012) afirmaram que no Brasil, 0 género masculino
pode ser considerado um fator de risco para o desenvolvimento de Ulceras pépticas, e
sugeriram uma possivel relacdo entre o envelhecimento populacional e o aparecimento de
Ulceras gastricas, atrofia e metaplasia. Os niveis de infeccdo por esta bactéria variam de
acordo com o desenvolvimento do pais, estando presente em 25-50% da populacdo nos
paises desenvolvidos, e em 70-90% da populacédo nos paises em desenvolvimento (SABBI,
2011; YAMAOKA, 2008). Estes indices estdo associados as condicfes culturais e de
saneamento basico das populacdes, ja que mecanismos de transmissdo se caracterizam
por ser pelas vias, fecal-oral e oral-oral (SIQUEIRA; LIMA; BARRETO et al, 2007). Na
populacéo adulta do Brasil, a infeccdo por H. pylori pode variar de 60% a 90% (SUZUKI et
al,2012).

Recentemente Karlsson et al, (2012) afirmam que o desenvolvimento das doencas
gastricas € influenciado pelo grau de viruléncia da cepa H. pylori infectante, a
susceptibilidade genética do hospedeiro e co-fatores ambientais, sendo de suma
importancia o entendimento dos marcadores de patogenicidade do H. pylori assim como a
susceptibilidade genética do hospedeiro.

A maioria dos individuos infectados é assintomatico, mas cerca de 10-20% podem
desenvolver gastrite atrofica, displasia e Ulceras péptica, e em torno de 3% o0 cancer
gastrico. Em 1994, a bactéria foi classificada como carcinégeno do tipo | para cancer de
estbmago pelo International Agency for Researchon Cancer (6rgdo subordinado a
Organizacao Mundial da Saude) (TAKAISHI; OKUMURA; WANG, 2008). O cancer gastrico é
a segunda causa de morte no mundo, com incidéncia de 800.000 novos casos por ano

(SABBI, 2011).
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2.2. Diagnostico e tratamento

O diagndstico da infeccdo por Helicobacter pylori pode ser feito recorrendo a dois
tipos principais de exames: 0s exames ndo invasivos e 0s invasivos. (CULTER et al, 1995,
HUNT et al, 2010)

Com relagdo aos ndo invasivos, estao: o teste respiratdrio da ureia e a deteccédo de
IgG e IgA, na sorologia. No teste respiratério da ureia o paciente ingere ureia marcada com
os isotopos 14C ou 13C. Como a urease degrada a ureia, ha formacdo de amonia e CO2.
Mensura-se, entdao, a quantidade de CO2 exalada pela respiracdo. Método acessivel, com
facilidade de execucao e muito Gtil para o seguimento (“follow-up”), apds tratamento tanto a
sensibilidade como a especificidade sdo maiores que 90%. (CULTER et al, 1995, HUNT et
al, 2010)

Na sorologia a deteccéo de anticorpos IgG é o mais utilizado, podendo ser utilizado
IgA. O material analisado de rotina € o soro, sendo que a saliva também é descrita como
fonte de analise. Os métodos mais usados sdo o ELISA e o radioimunoensaio.E
considerado pratico, acessivel e de facil execucao, muito Util para estudos epidemiolégicos.
Tem sensibilidade entre 88-99% e especificidade entre 86-95%.(CULTER et al, 1995, HUNT
et al, 2010).

Ha também testes rapidos de consultério que utilizam as mesmas imunoglobinas,
por ELISA ou hemoaglutinagdo. A grande vantagem é que pode ser realizado com
guantidades pequenas de sangue, permitindo seu uso em consultérios médicos. O tempo
para o resultado é de 10 minutos. Possui as mesmas caracteristicasque o anterior, porém
com sensibilidade mais baixa que o método sorolégico convencional (PATEL et al, 2014).

Por outro lado os exames invasivos incluem: a endoscopia digestiva alta, com
coleta de biopsias gastricas, nas quais podem ser realizados: os testes rapidos da urease, a
deteccéo histolégica e/ou imunohistoquimica da bactéria, bem como a cultura microbiana e

a deteccao por biologia molecular. (THOMAS et al, 1997, HUNT et al, 2010).
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No Teste rapido da urease, a biopsia € colocado em meio contendo ureia e um
indicador colorimétrico de pH. A formacao de aménia e o aumento do pH séo traduzidos por
alteracdo da cor do meio. O método é rapido e barato, a sensibilidade fica entre 89-98% e
especialidade entre 93-98%. (THOMAS et al, 1997, PATEL et al, 2014).

A andlise histopatolégica € um método com sensibilidade entre 93-99% e
especialidade entre 95-99%. (PATEL et al, 2014).

Na cultura o espécime da biépsia é inoculado em placas de agar em microaerofilia
por 3-5 dias. O método tem sensibilidade entre 77-92 % e especialidade de 100%. (PATEL
et al, 2014).

Na detecc¢éo por biologia molecular realiza-se uma reacédo em cadeia da polimerase
(PCR) para a ampliacdo do DNA bacteriano. E um método com a mais alta sensibilidade
(quase 100%) e especialidade de 100%, porém com custos financeiros elevados (PATEL et
al, 2014).

Como todos os métodos possuem sensibilidade e especificidade altas e
semelhantes, a escolha dependera da disponibilidade e acessibilidade do teste, devendo-se
considerar também o objetivo da sua realizacdo, seja para diagnéstico, epidemiologia ou
seguimento. (PATELet al, 2014).

O tratamento ideal para o Helicobacter pylori ainda nédo foi definido para todos os
pacientes. Além disso, as taxas de resisténcia aos antibiéticos variam conforme a regiéo, e
os dados de resisténcia local devem ser usados para orientar o tratamento, quando
disponivel. A conduta terapeutica sugere a terapia tripla, a terapia sequencial e terapia
quadrupla, conforme resumido nas diretrizes publicadas pela American College of
Gastroenterology and Conference Maastricht. (TESTERMAN &MORRIS, 2014)

A terapia tripla € a mais utilizada no tratamento e infeccdo por H. pylori. E
administrado um regime contendo um inibidor de bomba de proétons (IBP) (iansoprazol,
omeprazol, pantoprazol, rabeprazol, esomeprazol), e os antibidticos amoxicilina e

claritromicina por 10-14 dias. (TESTERMAN &MORRIS, 2014)
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A terapia sequencial comega com amoxicilina mais um IBP para os primeiros cinco
dias e termina com a terapia tripla, incluindo um IBP, claritromicina e tinidazol. Os primeiros
5 dias de amoxicilina reduzem a carga bacteriana, favorecem posteriormente a eficacia da
claritromicina e ainda previnem a incidéncia de resisténcia a mesma, destruindo a
membrana bacteriana e aumentando a concentracéo celular. A taxa de erradicagdo com
esta terapia foi elevada (>90%) nos doentes com doenca péptica, dispepsia e criangcas. A
terapia quadrupla utiliza uma combinacdo de um inibidor da bomba de protons (IBP),
produto de bismuto, e antibiéticos contendo metronidazol, amoxicilina e claritromicina para

10 a 14 dias. (TESTERMAN & MORRIS, 2014).

2.3. Marcadores de patogenicidade

O motivo pela qual apenas a minoria de pacientes infectados pelo H. pylori
desenvolvem manifestagbes clinicas associadas as doencas gastricas permanece
desconhecido. Variacdes polimorficas em genes que codificam citocinas pré-inflamatérias
tém sido associadas com um aumento do risco de doencas gastricas, assim como a
presenca de fatores de viruléncia bacterianos.

Os principais fatores de viruléncia do H. pylori incluem cagA (cytotoxin associated
gene A), vacA (vacuolating cytotoxin), babA (bloodgroupanti gen-bindingadhesin), iceA
(inducedby contact with epithelium) e, o mais recentemente descrito, dupA (duodenal

ulcerpromoting gene) (LU et al, 2005; MURAKAMI et al, 2006).

v" Gene cagA

Primeiro gene cepa-especifico identificado no H. pylori, esta associado ao risco de
desenvolvimento de cancer gastrico sendo o mais patogénico fator de viruléncia expresso
pelo Helicobacter pylori.

Existem dois tipos clinicos de H. pylori: as cepas de gene cagA-positivo, que sao

mais virulentas e induzem niveis elevados de expresséo das Interleucina 183, 8 e do Fator de
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Necrose Tumoral e as cepas de gene cagA-negativo, clinicamente mais brandas
(YOSHIOYAMAOKA, 2012). Segundo Arevalo-Galvis et al, (2012), pacientes infectados por
cepas cagA" apresentam probabilidade trés vezes maior de desenvolver cancer gastrico do
gue aqueles infectados por cepas cagA'.

O gene cagA é considerado um marcador da ilha de patogenicidade cag (cag-PAl),
composta por 31 genes e é encontrada em cerca de 60% das cepas. A ilha cag-PAl é um
componente do genoma do H. pylori que contém genes homoélogos aos de outras bactérias
gue codificam componentes do sistema de secrecdo do tipo IV, responsavel por a proteina
cagAem célula hospedeira, modulando as vias do metabolismo celular, incluindo a
expressao de proto-oncogenes (LADEIRA et al, 2003; CONRADI et al, 2012).

A proteina cagA atua como antigeno altamente imunogénico e sua estrutura revela
uma regiao 5' altamente conservada, mas uma regido 3' com ndmero variavel de sequéncias
repetitivas, o que leva a variagdo do comprimento da proteina. Yamaokaet al,(1998)
estudaram a variabilidade da regido 3' do gene cagA e verificam que 86% de uma das
variantes eram provenientes de pacientes com cancer gastrico além disso concluiram que

outras diferencas na regido 3' podem estar relacionadas a diferentes processos patologicos.

v Gene vacA

Outro gene relatado como um fator de viruléncia refere-se ao gene vacA, cuja sua
proteina foi isolada a partir do sobrenadante de cultura (ATHERTON, 1998). Esta proteina
apresenta-se claramente como um importante fator de viruléncia de H. pylori, estando
diretamente relacionada a Ulceras péptica, gastrites e cancer gastrico.

Todas as cepas de Helicobacter pylori sdo portadoras do gene vacA, o qual codifica
uma citotoxina vacuolar que, além de vacuolacdo, pode induzir a formacdo de canal de
membrana, liberacao de citocromo e das mitocondrias que sdo 0s principais mecanismos
gue causam apoptose. Contudo, o0 gene vacA ainda pode inibir especificamente a ativagéo

das células T e sua proliferacéo (YOSHIOYAMAOKA, 2012).
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O gene vacA apresenta duas regides, denominadas: regido s e m, a regido s esta
localizada no final da cadeia 5' e possui dois alelos devido a diferencas na estrutura, sendo
sl e s2 na regido sinal e m1 e m2 na regido média. Essa variabilidade genética contribui
para variacdes na atividade vacuolar nas diferentes cepas de Helicobacter pylori, sendo as
cepas s1/ml mais citotoxicas (produzem grande quantidade de toxina), seguida por s1/m2,
por outro lado, as cepas s2/m2 apresentam atividade citotdxica reduzida, e as s2/ml sao
raras (CONRADI et al, 2012; AREVALO-GALVIS et al, 2012; DE GUSMAO et al, 2000).

Rassow e colaboradores em (2012) relataram a possivel associa¢do entre o gene
vacA e a perda do potencial de membrana mitocondrial, fragmentacdo mitocondrial,
autofagia, morte celular e cancer gastrico.

v Gene dupA

Em 2005, Lu e colaboradores, identificaram e nomearam de duodenal ulcer
promoting gene (dupA), o primeiro fator de viruléncia doenca-especifico do H. pylori, o qual
parece estar relacionado com o desenvolvimento de Ulceras duodenais.

A funcado do gene dupA é desconhecida, mas de acordo com a Lu et al (2005), ha
semelhanca com oTarg / Trad que sé&o hidrolases essencial para a transferéncia de DNA em
conjugacédo bacteriana e com o dominio FTSK / SpolllE que estdo envolvidos na divisao
celular e transferéncia de DNA cromossomico. Além disso, o produto génico do dupA é
homoélogos da ATPase VirB4 que supostamente esta envolvido na captacdo de DNA durante
a transferéncia do material genético e na transferéncia de proteinas.

O marcador de viruléncia, dupA, estd localizado na regido de plasticidade do
genoma do H. pylori e é composto por dois genes: Jhp0917 e Jhp0918 que formam uma
abertura para a leitura continua da sequéncia, através da inser¢do de uma base T ou C
apos a posicdo 1385 na regido 3' do gene Jhp0917.

Além disso, experimentos usando bactérias sem o gene dupA relatam que ele pode
estar associado ao aumento da producédo de Interleucina 8 pelo epitélio gastrico (HUSSEIN

et al, 2012; QUEIROZ et al, 2011; SHIOTA et al, 2012). Jung et al, (2012) sugerem que o
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dupA possa ser um componente de um novo cluster de genes homélogos aos Vir na regido
de plasticidade do genoma de H. pylori e que pode formar o tipo de sistema de secrecéo IV
semelhante ao cagA, que por sua vez induz as células epiteliais gastricas a secretarem IL-8.

Alam et al, (2012) estudando pacientes indianos, sugeriram que a presenca do gene
dupA é um importante fator de risco no desenvolvimento de ulceras duodenais; em um outro
estudo, Abadi et al, (2012) concluiram que cepas portadoras do gene dupA sao mais
resistentes a acidez estomacal, o que explicaria, em partes, a associagdo do H. pylori dupA
positivo com o desenvolvimento das Ulceras.

A presenca do gene dupA no Brasil é pouco estudada e sua associacdo com outras
doencas gastricas ainda é incerta.

2.4. Fator de necrose tumoral (TNF) e o Helicobacterpylori

As citocinas sao moléculas de peptideos que medeiam a interagdo entre as células
do sistema imune com outros sistemas, entre eles o sistema enddécrino. As mesmas sao
produzidas por uma variedade de células e seus efeitos biolodgicos se ddo através da ligacao
em receptores especificos. Sao liberadas em decorréncia de diferentes estimulos e
interagem com 0s seus receptores regulando a fungéo celular (EL-OMAR et al, 2001).

O principal fator fisiopatolégico da infeccdo pelo H. pylori é caracterizado pela
intensa resposta inflamatéria na mucosa gastrica. A quimiotaxia proporcionada pela infeccao
bacteriana atrai neutréfilos e células mononucleares, que por sua vez estimulam a sintese
de varias citocinas pro-inflamatérias, que atuam mediando a interacdo entre as células do
sistema imune com outros sistemas, entre elas as citocinas IL-13, IL-2, IL-6, IL-8 e o Fator
de Necrose Tumoral (SUGIMOTO et al, 2010;UBERTI et al,2013). Assim, 0 aumento da
producado de citocinas inflamatoérias em resposta a infecgdo por H. pylori resulta na intensa
inflamacéo gastrica podendo causar danos a mucosa.

O Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) é uma proteina com peso molecular de 17
kD e composta por 157 aminoacidos, € sintetizado principalmente por macréfagos e

mondacitos, onde o principal estimulo para a sua producdo sado os lipopolissacarideos que
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compdem a membrana das bactérias Gram-negativas (JIN et al, 2012). O TNF-a foi
descoberto em (1975) por Carswell et al., sendo considerado uma das principais citocinas
relacionadas aos processos inflamatorios e imunes, agindo em diferentes partes do corpo. A
bactéria H. pylori induz a producdo de TNF-a, que é um potente inibidor da secrecdo de
acido gastrico, tendo um papel importante no processo infeccioso e por consequéncia, na
gastrite induzida pela bactéria.

A principal funcdo do TNF-a €& promover a resposta imune, por meio do
recrutamento de neutrofilos e mondcitos para o local da infeccdo, além de ativa-los. Beales
et al, (1998) e Crabtree et al, (1991) destacaram que o TNF-a inibi a secrecdo de &cido
gastrico podendo afetar a infeccdo pelo H. pylori; estes autores ainda sugerem que a
secrecdo de acido gastrico € um dos mais importantes fatores no desenvolvimento de
doencas gastroduodenais associadas a infeccao por H. pylori.

A regido promotora do gene do TNF-a contém dois polimorfismos (TNF -238 G>A,
TNF -308 G>A) que parecem ser relevantes na susceptibilidade da doenca e afetar a
atividade transicional dos genes. Desta forma, influencia o processo inflamatério na resposta
a doencas infecciosas, podendo estar associados ao desenvolvimento de Ulceras
duodenais, Ulceras gastricas e carcinomas. Kunstmann et al, (1999) foi o primeiro a
descrever a associagdo entre o polimorfismo TNF-a -308 (gendtipo GG) com a
susceptibilidade a Ulceras duodenais em pacientes infectados pelo H. pylori.

Santos et al, (2012), estudaram 202 paciente e ndo verificaram associacdo entre o
polimorfismo TNF-a -308 com cancer gastrico, por outro lado Suganuma et al, (2012)
sugerem que o TNF-a induza a expressdo da proteina Tip-a que € carcinogénica e € um
risco para o desenvolvimento de neoplasia gastrica.

A diversidade de resultados encontrados na literatura pode estar relacionada
principalmente a diversidade populacional estudada, e ferramentas utilizadas no diagndstico

do H. pylori e genotipagem do TNF-a. No Brasil essa associacdo permanece incerta, porém
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é relevante seu entendimento podendo nos auxiliar no esclarecimento da patogénese da

doenca gastrica.

2.5. E-caderina e o Helicobacter pylori

As caderinas representam uma classe de moléculas de adesdo transmembranosas
encontradas Berx E Van Roy,(2001); Knudsen E Wheelock, (2005), comumente na forma de
dimeros calcio dependentes (LODISH et al, 2000; MATOS et al, 2006). Associando-se a um
grupo de proteinas intracelulares chamadas cateninas, as quais as ligam a microfilamentos
actinicos do citoesqueleto e mediam mecanismos transdutores de sinais que regulam o
crescimento celular e sua diferenciacdo. Existem trés tipos de cateninas: B, a e Y (OZAWA E

KEMLER, 1998). (Figura 2).

Regido
extracelular

Filamento
de actina

Cateninas

Membrana plasmatica

T
Caderina

Figura 2: Adesao dos filamentos de actina as jungdes de adesdo

Retirada de http://biomcelular.blogspot.com.br/2010/06/membrana-plasmatica-membrana-celular.html

A funcdo da caderina € promover adesdo intracelular através interacdo dos
dominios extracelulares tipicos deste grupo, com aqueles de moléculas idénticas presentes
em células vizinhas (TAKEICHI, 1988). O conjunto de adesfes deste tipo entre membranas

vizinhas estabelece o que é genericamente chamado de juncdo aderente. Esta interacdo em
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principio € hemofilica, de modo que, preferencialmente, células que expressam o mesmo
subtipo de caderina mantém adesdes entre si (TAKEICHI, 1995).

As caderinas sdo moléculas que promovem a manutencao da arquitetura tecidual
normal Matos et al(2006) e existem mais de 40 tipos Lodish et al(2000). As mais estudadas
sdo as caderinas: E (epitelial), P (placentaria) e N (neural), conhecidas como caderinas
classicas (ROWLANDSet al, 2000).

A E.caderina (caderina epitelial) € um membro da familia das caderinas, expressa
especialmente por queratinécitos e conhecida por desempenhar um papel importante na
regulacdo da adesdio intercelular em tecidos epiteliais. E considerado o principal
componente na juncdo de aderéncia transmembranosa de células epiteliais de todos os
orgdos, localizada na superficie lateral das células epiteliais em uma regido de contato
célula-calula. (TAKEICHI,1991; BAGUTTI et al, 1998;GUILFORD et al, 1999).

Regulacéo da adeséo intercelular mediada pela E-caderina tem sido associada com
diferenciacdo de tumor, invasdo, metastase e prognéstico em humanos (ZHONG et al.,
2007; KAWANO et al, 2004). Visto que 90% dos canceres se originam do tecido epitelial
Christofori(2006), a progressdo da metastase € acompanhada pela perda da expressao da
E-caderina (NITA-LAZAR et al, 2009; KUDO et al, 2004).

Por exemplo, a adesao célula-receptor E-caderina € muitas vezes perdida durante
estagios avancados de progressao do cancer epitelial Birchmeier & Behrens et al(1994) e
este é considerado um passo importante na invasdo e metastase das células epiteliais
tumorais (CAVALLARO &CRISTOFORI, 2004). Por isso, o papel destas proteinas na
invasdo e metastase neoplasica tem atraido grande interesse devido a sua promessa como
um possivel marcador de progndstico (LOPESet al, 2009).

A mudanca morfoldgica mais aparente que ocorre durante a transicdo de um tumor
benigno para um maligno e metastatico € que as células perdem seu fenoétipo altamente
diferenciado, mudando da morfologia epitelial para a migratéria e invasiva. As células

tumorais metastaticas se tornam permeaveis a barreira da lamina basal e invadem os

27



tecidos a sua volta (HUBERet al, 2005). A expresséo da E-caderina tem grande importancia
para contribuir no diagnostico e avaliagdo do prognéstico dessas lesdes e também para uma
melhor compreensdo do comportamento biol6gico das mesmas.

A reducdo da expressdo da E-caderina, estudada por métodos imuno-
histoquimicos, tem sido observada em cancer gastrico por varios autores e uma correlacao
direta com o grau de diferencia¢éo tumoral tem sido observada Wijnhoven et al (2000), além
disso, Crabtree et al (1991) encontraram uma relagdo com o tempo de sobrevida e a
expressao desse gene.

Terres et al (1998a) e Terres et al (1998b) demonstraram que a infeccdo pelo H.
pylori parece induzir a inativacdo do gene da E-caderina, provavelmente através da
sinalizacdo de eventos intracelulares que neutralizam a fung¢éo da proteina Cinace C, ou
através da metilacdo do gene da E-caderina. Assim, a diminuicdo da adesao celular,
resultante da inativacdo da E-caderina permite com que o H. pylori atinja a lamina prépria
gastrica, ative o sistema imune e cause danos teciduais relevantes, induzindo a formacéo do
cancer gastrico e/ou permitindo o aparecimento de metastases.

Huang et al (2012) sugeriram que o H. pylori possa induzir a metilagdo no gene da
E-caderina através da Interleucina 18 sendo um possivel fator de risco cara o
desenvolvimento de cancer gastrico.

O Helicobacter pylori parece estar diretamente ligado a inativacdo do gene da E-
caderina, e pode representar um risco no desenvolvimento do cancer gastrico. A analise da
expressao do gene da E-caderina, avaliada por PCR em tempo real, é pouco descrita na
literatura e ndo ha relatos de estudos envolvendo doencas gastricas, H. pylori e a analise da

expressao da E-caderina, o que torma muito interessante e inovador essa abordagem.
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3. OBJETIVOS
Considerando amostras de biopsia gastrica coletadas de pacientes com sintomas
pépticos e neoplasia gastrica, o presente trabalho, teve como objetivos:
» Analisar a expresséo génica (mMRNA) dos genes do TNF-a e da E-caderina por meio
da técnica de PCR em Tempo Real;
» Caracterizar o polimorfismos —308 (G>A) do genes doTNF-q;
» Correlacionar a presenc¢a da bactéria H. pylori a expresséo dos genes: TNF-a e E-
caderina;
» Correlacionar os principais marcadores de patogenicidade do H. pylori, genes cagA,
vacA e dupA com alteragBes na expressao dos genes acima mencionados;

» Correlacionar o polimorfismos —308 (G>A) com alteracdes na expressado do gene TNF-a
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Caracterizacdo das amostras

Foram avaliadas 161 amostras de DNA e RNA, provenientes de 137 pacientes
(tecido gastrico normal (n=40), gastrite (n=70), o tecido neoplasico (n =24) e o tecido normal
proveniente de pacientes com neoplasia, Margem ndo neoplasica (n =27)), de ambos os
sexos(623/759média de idadede 40,3t24,2)comdoengas gastricas submetidos
aendoscopia digestiva alta e/oucirurgia gastricado Departamento deGastroenterologiada
Faculdade de Medicinade Marilia - FAMEMA ouno HospitalSaoPaulo (Universidade Federal
de S&o Paulo).

Eimportante  notarqueforamcoletadas duas amostrasdecada paciente com
cancergastrico, uma do tecido neoplasicoea segundado tecidondo neoplasico.

A analise histopatologicafoi realizada: todas as amostrasforam fixadasemformalina a
10%e embebidos emparafina, cortadas e coradascomhematoxilinaeeosinaeGiemsapara
exame histolégicode rotina. Osparametros histolégicosforam classificadosde acordo com o
sistema Sydney.

As biopsiasforamhistologicamentediagnosticadascomtecidogastriconormal (n=40),
gastrite(n=70), o tecido neoplasico(n =24) eo tecido normal proveniente de pacientes com

neoplasia (Margem néo neoplasica) (n =27) (Tabela 1).

Tabela 1: Total de amostras de cada grupo de individuos.

. A t
Pacientes (n) mostras (n)

DNA RNA
Pacientes com o Tecido Normal Gastrico (40) 40 40
Pacientes com Gastrite (70) 70 70
Pacientes com Tecido Neoplasico(24) 24 24
Neoplasia Gastrica(27)  Tecido néo neoplasico (27) 27 27
Total (161) 161 161
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Nenhum dos pacientestinha histérico deexposicao aquimioterapia
ouradioterapiaantes da cirurgia,e ndo houveoutraco-ocorréncia de cancer diagnosticada. Os
pacientes submetidos ao tratamentoutilizandoa terapia antimicrobiana, o uso de AINEse /ou
inibidoresda bomba de protonsnosultimos trés meses, foram excluidos.

O estudofoi aprovado pelo Comitéde Etica em PesquisadaUniversidade do Sagrado
Coracao(processo n. 068/12), (Bauru, Brasil) e o consentimento informadofoi obtido detodos

0S pacientes.

4.2. Extracdo de DNA,Deteccéo e Genotipagem do Helicobacter pylori

A partir dasbiopsiasgastricas o DNAfoi extraido utilizando okit QlAamp®(Qiagen,
Alemanha) de acordo comas intrugoes dofabricante.

A deteccdo e genotipagem doHelicobacterpylorifoi detectadapor meio da PCR.
Foram utilizados um par de oligonucleotideos (Hpx1/Hpx2), o qual amplifica um fragmento
de 150pb referente a fracdo 16S do RNA bacteriano, previamente descritos pelos autores
Scholter et al(1997)para o diagnéstico.

Paraavaliar a presenca dos genescagAedupA, foi utilizado o primersecondicdo de
amplificacdo descritaporVanDoorn et al (1998) eGomeset al (2008), respectivamente. As
regibes'm" e "s'do genevacAforam genotipadas comodescrito  anteriormente
por(VANDOORN et al 1998, ATHERTON et al 1997eRASMUSSEN et al 2012).

Vale mencionar que o presente trabalho foi realizado em colaracdo com a
Faculdade de Medicina de Marilia, Laboratério de Genética e que a deteccao e genotipagem

dos genes cagA e vacA do H. pylori foram realizadas previamente.

4.3. Extracdo de RNA e sintese do cDNA
O RNA totalfoi extraido utilizando oRNeasyMini Kit(Qiagen, Alemanha), de acordo
comas instrucdes do fabricante. Aconcentracdo de RNAe a qualidadeforam mensuradas

usando o equipameti EspectrofotometroNanoDrop- 2000(Nanodrop, EUA), a concentracao

33



ajustadaearmazenada a -80°Caté a sua utilizacdo, 500 ngde RNA foram utilizados paraa
sintese de cDNAutilizando o kit High-CapacitycDNA Reverse Transcription Kits
(AppliedBiosystems™, EUA), segundo protocolo estabelecido pelo fabricante. Todos

oscDNAforam armazenados a -20°C a utilizacéo.

4.4. Andlise da expressao génica

A analise da expressdo do gene da TNF-a e da E-caderina foi realizada no
termociclador automatico (ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection System) e o nivel de
expressao do RNA nas amostras foram calculados utilizando os valores do Ct pela formula
2(-AACt) de acordo com (LIVAK et al, 2001).

E importante destacar que o tecidogéastrico normal e negativoparaa infeccaopor
H.pylorifoi utilizado comocontrole. Todos os valores de Ct foram obtidosporsoftware2.0 —
7500eexportados parasoftwareExcel(Microsoft, EUA) para calculo doRQ.

Os genes analisados foram: Genes alvo: E-caderina CDH1 (Hs02621185 s1), TNF-
Alpha (Hs01113623 g1l); genes referéncia: GUSB (Hs00187320_m1),

UBC(Hs00221499_m1), eTBP (Hs00187332_m1).

4.5. Analises estatisticas

A andlise da expressdo dos genes entre 0S grupos e sua associagcdo com 0S
marcadores de patogenicidade foram avaliadas pelos testes x’e/ou Exato de Fisher efou
pelo teste de Kruskal-Wallis. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o pacote

estatistico GraphPad Prism 5.
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO
5.1. Deteccédo e genotipagem do H. pylori

O Helicobacterpylori foidetectadoem94(58,4%) dasl161 amostras. Como
esperado,em pacientes comtecido gastriconormal oH.pylori foiencontrado emmenor
frequéncia, apenas trés dasquarentaamostras foram positivas.

Dos 70pacientes com gastrite, oH.pylorifoi detectado em47.Além disso,
empacientes com cancer gastricooH.pylorifoiisoladoem 21 das24 eem23 das 27amostras
detecido neoplasicoe tecidondo neoplasico, respectivamente.

Em concordéncia com aliteratura, o H. pylori foiassociadocomo
desenvolvimentodegastriteecancergastrico(p <0,001). No que diz respeitoa
presencademarcadores de virulénciade H.pylori, genescagA, dupA evacA, todos os
resultadossédo apresentadosna Tabela2.

Verificamos uma associacdo entre os genes cagA e os alelos s1/m1 do gene vacA
em amostras de gastrite, neoplasia e tecido adjacente ndo neoplasico (p<0.001). O gene
dupA foi associado ao gene cagA em pacientes com gastrite (p<0.001). De modo geral,
/estes resultados mostram o envolvimento de marcadores de viruléncia com as doencas

gastricas.

Tabela 2:Deteccao do Helicobacter pylori e distribuicdo dos marcadores de viruléncias

detectados em biopsias gastricas de pacientes dispépticos e com cancer gastrico.

vacA
Histologia N (%) Hp+ cagA+  dupA+
s1l/ml s2/m2 s1l/m2
Tecido Normal 40(24,8) 3(7,5) 1(2,5) 1(2,5) 1(2,5) 25) -
Gastrite 70(43,5) 47(67,2) 19(27,2) 25(35,7) 19(27,2) 21(30) 7(10)

Tecido neoplasico 24(14,9) 21(87,5) 20(83,4 15(62,5) 21(87,5) @ - = -

Tecido ndo
neoplasico 27(16,8) 23(85,2) 22(81,4) 22(81,4) 23(852) @ --- = ----
Total 161(100) 94(58,4) 62(38,5) 63(39,1) 64(39,7) 23(14,3) 7(4,3)

N:NUmero total de amostras; Hp+: Numero de amostras H. pylori positivas
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Em concordéncia com nossos resultados, Oliveira et al,(2014), realizaram um estudo
na populacao brasileira e detectaram oH. pylori em 55,12% de suas amostras.A prevaléncia
de cepas de H. pylori cagA-positivo foi de 29,6. Estes autores ndo encontraram diferencas
estatisticamente significativas nas caracteristicas clinicas e demograficas e nos achados
endoscopicos e histolégicos entre os pacientes infectados por cepas de H. pylori cagA-
positivo em comparagdo com 0s cagA-negativo.

Arachchietalem (2007)descreveramamesma associacdo, mas encontraramapenastrés
pacientescomdispepsiafuncionalinfectadoscomcepasdupApositivos, cagApositivo, s1/ml. Os
resultados deste estudorevelam umaassociagdoimportantee sugeriruma possivel

relacdoentre os principaisfatores de viruléncia edodesenvolvimentoda doencgagastricagrave.

5.2. Deteccao dos alelos/gend6tipos do TNF-a (-308 G>A)

No que diz respeito a distribuicdo dos alelos, o alelo G foi encontrado em 260
amostras (117 pacientes com gastrite, 70 de pacientes comtecido gastriconormal, 36 de
pacientes com tecido neoplasico e 37 de pacientes com tecido ndo neoplasico). Por outro
lado, o alelo A foi verificado em 62 amostas (23 de pacientes com gastrite, 10 de pacientes
com tecido gastrico normal, 12 de pacientes com tecido neoplasico e 17 de pacientes com
tecido ndo neoplasico (Tabela 3 e 4).

O alelo G foi encontrado com maior frequéncia quando comparado ao alelo A, e o
gendtipo GG foi o mais freqliente em todas as amostras. No entanto, ndo houve diferenca
significativa (p=ns) na distribuicdo dos genétipos e/ou alelos em relacdo as alteracbes
histolégicas (gastrite e cancer gastrico) e a presenca do H. pylori.

Nossos resultados sugerem que o polimorfismo -308 do gene do TNF-a parece néo
estar envolvido no aumento do risco de desenvolver a doenga gastrica ou com presenca de
H. pylori.

Verificamos uma frequéncia do alelo A de aproximadamente 19,3 %,resultado que

corrobora com o disponibilizado “Global minor allele frequency (MAF)”, banco de dados
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onde consta a menor frequéncia alélica de uma populacdo, neste banco de dados ha o
relato de uma frequéncia de aproximadamente 10-15%.

Santos et al (2012), estudaram 202 paciente brasileiros e Mei et al (2010),e
estudaram 437 pacientes chineses e obtiveram resultados similares aos nossos; também
nao verificaram diferencas significativas na frequéncia dos genotipos ou alelos do
polimorfismo -308 do gene TNF-a entre pacientes com Ulcera duodenal e pacientes controle.
O mesmo resultado foi observado quando comparado com pacientes infectados e nédo
infectados pelo H.pylori.

Em outro estudo envolvendo o polimorfismo -308 do gene TNF-a, em pacientes com
cancer de estdbmago e Ulcera duodenal, Rodrigues et al (2009), analisaram 447 pacientes
mexicanos, incluindo 228 com gastrite, 98 com metaplasia intestinal, 63 com cancer no
estbmago, 58 com Ulcera duodenal, e 132 individuos assintomaticos. A frequéncia do alelo
G foi maior em relacéo ao alelo A (80,7 % e 19,3 %, respectivamente),como Visto em nossos
resultados. Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas entre os pacientes
e 0s assintomaticos, foi observada uma associagéo entre o alelo A e pacientes com Ulcera
duodenal quando comparado a pacientes com gastrite atréfica.

A diversidade de resultados encontrados na literatura pode estar relacionada
principalmente a diversidade populacional estudada, ferramentas utilizadas no diagnéstico

do H. pylori e genotipagem do TNF.
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Tabelas 3- Distribuicdo dos alelos do TNF- a, polimorfismo -308 (G>A), em amostras de
pacientes com tecido gastrico normal, gastrite, tecido neoplasico e tecido nédo neoplasico.

Alelos
A G Total
Tecido Normal 10-12,5% 70 - 87,5% 80 - 100%
Gastrite 23-16,4% 117 - 83,5% 140 - 100%
Grupos
Tecido Neoplasico 12 - 25,0% 36 - 75,0% 48 - 100%
Tecido Nao Neoplasico 17 - 38,5% 37 -68,5% 54 - 100%

Tabelas 4 - Distribuicdo dos genétipos do TNF- a, polimorfismo -308 (G>A), em amostras de
pacientes com tecido gastrico normal, gastrite, tecido neoplasico e tecido nédo neoplasico.

Genotipos

AA GG GA TOTAL

Tecido Normal 3-7.5% 32 -80% 4 -10% 40 - 100%

Gastrite 4-57%  50-7246% 15-21,7% 69 - 100%

Grupos

Tecido Neoplasico ) oot 16.666% 4-16.6%  24-100%

Tecido Nao Neoplasico ) 50 15 59006  5-185% 27 -100%

5.3. Expresséao da E-caderina em pacientes com Gastrite e Cancer Gastrico

Para a analise da expressdo génica, é importante destacar que todos 0s grupos
foram comparados com o grupo de individuos que apresentaram o tecido gastrico normal,
negativo parainfeccdo do H. pylori (grupo controle; RQ:1,012).

Primeiramente foi analisada a expressdo da E-caderina em amostras de paciente

com gastrite, independentemente da presenca do H. pylori (RQ:0.932) e houve uma
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diminuicdo estatisticamente significante na expressdo do gene da E- caderina (p=0,0131)
(Tabela 5).

Posteriormente, o grupo de paciente com gastrite foi dividido quanto a presenca do
H. pylori. Foi observada uma diminuicdo estatisticamente significante na expressdo da E-
caderina em paciente com infeccdo por H. pylori (p=0,0047; RQ:0,904), por outro lado,
nenhuma diferenca foi observada em pacientes H. pylorinegativos(p=0,3230; RQ:
0,990)(Tabela 5).

Observou-se também uma drastica diminuicdo na expressdo do gene da E-
caderinanos tecidos neoplasicos positivos para H. pylori com um RQ de 0,578 em
comparagdo com o grupo controle (RQ de 1,012) (p=0,0002). No entanto, quando o tecido
da margem ndo neoplasico(RQ: 1,002) foi comparado com o grupo controle (RQ: 1,012)

nenhuma diferenca foi encontrada (p=0,1642) (Tabela 5).

Tabela 5:Anélise da expressédo da E-caderina entre os grupos estudados

Analises Histoldgica

Gene Grupo Controle Grumo em Estudo N RQ Mean +DP P
(n=37)
Gastrite 70 0,932+ 0,19 0,0131*
Tecido Gastrite Gastrite Hp+ 47 0,904 + 0,17 0,0047*
E-cad Normal Hp- Gastrite Hp- 23 0,990 + 0,21 0,3230
(RQ: 1.012+0.16) Neoplasico Hp+ 21 0,578+ 0,56 0,0002*
Adj. Nao neoplasico Hp+ 23 1,002+ 0,68 0,1642

N: NUmero de amostras analisadas; RQ: Quantificacdo Relativa, DP: Desvio Padrédo; *:
Diferencaestatisticamente significante.

OH. pylori parece desempenhar um papel importante na reducéo da expressédo da E-
caderina, por outro lado, em pacientes com céncer gastrico, a reducédo da expresséao foi
mais evidente, nossos resultados sugerem que o H. pylori contribua para a diminuicdo da
expressdo da E-caderina e atue como um “gatilho” induzindo alteracdes teciduais, que

conseqientemente parecem afetar mais diretamente a expresséo da E-caderina.
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5.4. Correlacédo entre os marcadores de viruléncia e a expresséo da E-caderina

Em pacientes com gastrite foi possivel a analise de correlagdo entre alteragbes na
expressao do gene da E-caderina e os marcadores de viruléncia do H. pylori, genes cagA,
dupA e vacA. Vale destacar que essa analise nao foi possivel no grupo de pacientes com
cancer, uma vez que 95% dos pacientes apresentavam o mesmo genoétipo quanto aos
marcadores.

Pacientes infectados por cepas s2/m2 (RQ:0,830) tem uma diminuicdo
estatisticamente significante da expressdo do gene E-caderina quando comparado com
paciente infectados por cepas s1/m1(RQ:0,9490; p=0,0162).

Resultados similares foram encontrados quando a presenca 0 gene cagA
considerada. Pacientes portadores de cepas cagA positivo apresentaram um RQ de 0,9628
enquanto pacientes infectados por cepas cagA negativa apresentaram um RQ de 0,8634
(p=0,0365) Estes resultados sugerem que a presen¢a do gene cagA e/ou genétipo de maior

viruléncia do vacA nao influenciam na diminuicdo da expresséo da E-caderina.

5.5. Expressédo do TNF-a em pacientes com Gastrite e Cancer Géstrico

Em relacdo a expressdo do gene do TNF-a, os mesmos parametros de andlise do
gene da E-caderina foram utilizados.Houve um aumento significante da expressdo em
pacientes com gastrite (RQ: 2,960) quando comparado ao grupo controle (RQ: 1,072)
(p=0,0001), independentemente da presenca do H. pylori.

Posteriormente o grupo de pacientes com gastrite foi dividido de acordo com a
presenca do H. pylori e verificamos um aumento significativo da expressdo no grupo de
pacientes com gastrite H. pylori positivo (Média de RQ: 3,77 / p=0,0001) em relacédo ao
grupo controle, resultado que ndo se repetiu quando compramos 0 grupo controle e
pacientes com gastrite H. pylori negativo (Média de RQ: 1,297 / p=0,3697) (Tabela 6).

Verificamos também um aumento estatisticamente significante (p=0,0001) no grupo

de pacientes com gastrite Helicobacter pylori positivo (Média do RQ: 3,774) quando
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comparados com o grupo de pacientes com gastrite H. pylori negativo (Média do RQ: 1,297)
(Figura 3).

Nossos resultados indicam que a presenca do H. pylori induz um aumento
significativo da expressdo do gene TNF-a. Beales et al (1998) e Crabtree et al (1991)
destacaram que o TNF inibi a secrecao de acido gastrico podendo afetar a infec¢ao pelo H.
pylori; estes autores ainda sugerem que a secrecdo de acido gastrico € um dos mais
importantes fatores no desenvolvimento de doencas gastroduodenais associadas a infec¢do
por H. pylori.

As mesmas analises foram realizadas nas amostras de CG e nas amostras da
margem ndo neoplasica, porém nao houve diferente estatisticamente significante quando
comparamos as amostras de cancer gastrico (p=0,6332) ou da margem ndo neoplasica
(p=0,4563) com o grupo controle. As amostras de céncer gastrico e da margem nao
neoplasica, ambas H. pylori positivas apresentaram uma média de RQ de 1,163 e 1,106
respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6:Andlise da expresséo do TNF-a entre os grupos estudados

Andlise Histologica

- P

Gene Grupo Controle o .y N Médiado RQ tDP
(N=37) rupos em Estudo

Gastrite 70 2,906 + 2,06 0,0001*

Tecido Gastrico Gastrite Hp+ 47 3,774 +1,98 0,0001*

TNF-a Normal Hp- Gastrite Hp- 23 1,297 £0.90 0,3697

(RQ: 1.072 £ 0.45) Cancer gastrico Hp+ 21 1,163+1,08 0,6332

Margem nao Neoplasica Hp+ 23 1,106 + 0,82 0,4563

Hp: Helicobacter pylori; N: Namero de amostras analisadas; RQ: Quantificacao Relativa; SD: Desvio
Padrao; *:Diferenca estatisticamente significante p < 0.05.

Outra andlise se refere ao possivel envolvimento do polimorfismo -308 na expresséo
do gene do TNF-a. N&o encontramos associacdo entre o polimorfismo -308 e alteragdes na
expressdo do referido gene, portanto este polimorfismo parece ndo estar associado a

alterac6es na expressao do TNF-a. Vale mencionar que o nimero amostral € pequeno para
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a andlise de polimorfismos e possivelmente esse pequeno nlmero amostral possa ter

afeado a andlise.

Figura 3: Comparacdo da expressdo relativa do gene TNF-a em pacientes

dispépticos Helicobacter pylori positivo e negativo

p = 0,0001
A

Y Y | R ——

0.25

Expressao Relativa do Gene TNF-Alpha

H. pylon + H. pylori -

5.6. Correlacao entre os marcadores de viruléncia e a expressdo do TNF-a

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre pacientes portadores de
cepas cagA positivo e pacientes portadores de cepas cagAnegativo (p =0,4677). Resultados
semelhantes foram encontrados quando comparamos o genétipo s1/m1 do gene vacAcom o
gendtipo de menor viruléncia s2/m2 (p =0,3578).

Pacientes infectados H. pylori dupA positivo apresentaram uma média de RQ de
4,04, por outro lado pacientes dupA negativo apresentaram uma média de RQ 3,18 porém
sem diferenca estatisticamente significante (p =0,0518).

Em resumo, nossos resultados sugerem que o0s principais marcadores de
patogenicidade do Helicobacter pylori, genes cagA, dupAe vacA, ndo influenciam na
expressdo do TNF-a. A presenca do H. pylori parece desencadear o aumento da expressao
do TNF-q, independente dos marcadores de patogenicidade.

Nossos resultados corroboram com os de Zalewska-Ziob e colaboradores (2009) que
também relataram altera¢des na expresséo do TNF-a independentemente dos genes cagA e

vacA do H. pylori.
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6. CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

O H. pylori parece contribuir para a diminuicdo da expressdo da E-caderina, em tecidos
neoplasicos e em pacientes com gastrite positivos para a infec¢do, quando comparados
com o grupo controle. Podemos sugerir que a presenca do H. pylori resulta na
diminuicho da expressdo da E-caderina, alterando as adesfes celulares e
consequentemente tornando o tecido suscetivel a invasdo/transformacédo tumoral. Ao
contrario da E-caderina a presenca da bactéria induz o aumento significativo da
expressdo do gene TNF-a em pacientes com gastrite positivo, intensificando a resposta
imune e inflamatdria, contribuindo para a hipoacidez estomacal e favorecendo o
desenvolvimento das doencas gastricas. Apesar dos genes, E-caderina e TNF-a
desempenharem papéis distintos e no organismo, a alteragdo em conjunto de ambos 0s
genes pode representar um marco para o desenvolvimento/evolugcdo das doencas

pépticas.

Os resultados indicam que o polimorfismo do gene TNF-a -308 ndo est4 envolvido no

aumento do risco de desenvolver a doenca gastrica ou com a presenca de H. pylori

Segundo nossos resultados, a presenca do Helicobacter pylori esta diretamente
relacionada com o aumento da expressdo do gene TNF-a em pacientes com gastrite,
por outro lado, o H. pylori parece influenciar na diminuigdo da expressdo do gene da E-

caderina em pacientes com gastrite crénica.

Os principais marcadores de patogenicidade, genescagA, dupA e até mesmo a genoétipo
de maior viruléncia do vacA parecem ndo estar envolvidos nas mudancas de expressao

dos genes da E-caderina e do TNF-a

O polimorfismo —308 (G>A) do gene do Fator de Necrose Tumoral ndo esta associado a

alteracOes de expressao do referido gene.

45



7. Participacao de Eventos Cientificos e Artigos Publicados e Enviados
Durante o desenvolvimento dos Projetos de Iniciacdo Cientifica das alunas Luanna e
Mariane, ambas participaram de varios eventos cientificos, demonstrando o envolvimento
das alunas na area da pesquisa. Abaixo estdo destacados os principais eventos cientificos
relacionados ao presente trabalho:
% 60° Congresso Brasileiro de Genética
1. Lack of association between TNF-Alpha promotor polymorphism (G-308-A) and
gastric disease in patients with H.pylori infection.
2. Association of interleukin 1 beta polimosphism with gastric disease.
3. Detection of virulence markers of Helicobacter pylori, genes dupA, cagA and vacA, in
gastric biopsies from dyspeptic patients and gastric cancer.
+« 14° Encontro Nacional de Biomedicina
+« Il Jornada da Biomedicina — USC
Outro aspecto importante se refere a participacdo de ambas as alunas na publicacéo

de dois artigos cientificos (Anexos 2 e 3)
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Association among H. pylori virulence markers
dupA, cagA and vacA in Brazilian patients
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Abstract

Background: Only a few Helicobacter pylori-infected individuals develop severe gastric diseases and virulence factors of
H. pylori appear to be involved in such clinical outcomes. Duodenal ulcer promoting gene A (dupA) is a novel virulence
factor of Helicobacter pylori that is associated with duodenal ulcer development and reduced risk for gastric carcinoma
in some populations. The aims of the present study were to determine the presence of dupA gene and evaluate the
association among dupA and other virulence factors including cagA and vacA in Brazilian patients. Gastric biopsies were
obtained from 205 dyspeptic patients (100 children and 105 adults). DNA was extracted and analyzed for the presence
of H. pylori and its virulence factors using the polymerase chain reaction method.

Results: Patients with gastritis tested positive for H. pylori more frequently. The dupA gene was detected in 415% of
them (85/205); cagA gene was found in 98 isolates (47.8%) and vacA genotype s1/m1 in 50.2%, s1/m2 in 83%, s2/m2
in 36.6%, s2/m1 in 0.5% and s1/52/m1/m2 in 4.4%. We also verified a significant association between cagA and dupA
genes [p= 00003, relative risk (RR) 1.73 and confidence interval [Cl] = 1.3-23]. The genotypes s1/m1 were also
associated with dupA gene (p =00001, RR: 1.72 and : 1.3-22). The same associations were found when analyzing
pediatric and adult groups of patients individually.

Condusion: Ours results suggest that dupA is highly frequent in Brazlian patients and is associated with cagA gene
and vacA s1/m1 genotype, and it may be considered an important virulence factor in the development of gastric
diseases in adults or children.

Keywords: Helicobacter pylori, dupA, cagA, vacA, Gastroduodenal diseases, PCR
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Abstract

Gastritis caused by infection with Helicobacter pylori is characterized by chronic inflammation
and damage in gastric tissue, which is a main risk factor for gastric cancer. Associated with
H. pylori, the TP53 gene tumor suppressor and the cell adhesion glycoprotein epithelial
cadherin develop a relevant role in the integrity and carcinogenesis of the epithelium. In the
present study, we carried out the detection of H. pylori and its main virulence markers and
measured the mRNA expression levels of E-cadherin and TP53 genes in 161 samples of
gastric biopsies including 37 with normal gastric tissue, 70 with gastritis, 24 from neoplastic
tissue and 27 from adjacent nonneoplasic by means of a quantitative real-time polymerase
chain reaction.The mRNA expression levels of E-cadherin and TP53 were found to be
decreased in patients with gastritis, independently of H. pylori infection. In samples from
gastric patients, the neoplastic tissue showed an accentuated decrease of expression, on the
other hand, the expression of E-cadherin was normal in adjacent nonneoplasic. In addition, no
evidence was found of the involvement of the cagA and vacA genes in the decreased
expression of E-cadherin and TP53. The process of carcinogenesis is complex and the
decrease of the E-cadherin gene expression and TP53 gene expression appears to
contribute significantly.

Keywords:E-cadherin.Gastric cancer. Gene expression. Helicobacter pylori. TP53.
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